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RESUMO 

 

Os antioxidantes obtidos a partir de fontes naturais, como os óleos essenciais, são uma das 

alternativas para a maturação in vitro (MIV) de oócitos suínos, quando comparados aos 

antioxidantes sintéticos, como a cisteamina, visto que estudos têm demonstrado a eficiência dos 

óleos essenciais na melhoria das taxas de MIV, bem como na redução das espécies reativas de 

oxigênio (EROs). Nesse sentido, o óleo essencial extraído da casca de Citrus sinensis pode ser 

utilizado na maturação in vitro de oócitos suínos devido à sua ação antioxidante comprovada 

em concentrações de 10 a 50 µg/mL. Portanto, considerando a eficiência antioxidante do óleo 

essencial da casca de Citrus sinensis (OECS), o estudo objetivou avaliar o seu efeito sobre a 

MIV de oócitos suínos, como alternativa ao antioxidante sintético. Para tanto, oócitos suínos 

provenientes de ovários de abatedouro local foram recuperados e submetidos à MIV. Duas 

etapas foram realizadas neste estudo. A primeira etapa teve como objetivo determinar a 

melhor concentração de OECS em associação a cisteamina a partir da seguinte comparação: i) 

Controle (cisteamina: 100 µM); ii) Cisteamina + 10 µg/mL de OECS (CIS+OECS10); iii) 

Cisteamina + 30 µg/mL de OECS (CIS+OECS30); iv) Cisteamina + 50 µg/mL de OECS 

(CIS+OECS50). Após a MIV, oócitos foram avaliados quanto à expansão e viabilidade das 

células do cumulus, maturação nuclear (primeiro corpúsculo polar [1CP] e metáfase II) e 

citoplasmática, padrão mitocondrial, níveis de EROs e atividade bioenergética (ΔѰm). Na 

segunda etapa a melhor concentração obtida anteriormente do OECS, foi avaliada quanto a 

sua ação antioxidante em função do seu efeito sinérgico ou substituível à cisteamina, 

considerando os grupos: i) Cisteamina (100 µM) (CIS); ii) Cisteamina + melhor concentração 

do OECS (CIS+OECS); iii) melhor concentração do OECS (OECS). Após a MIV, oócitos foram 

avaliados quanto à expansão e viabilidade das células do cumulus, 1CP e níveis de EROs. Todos 

os oócitos foram maturados por 44 h sob temperatura e atmosfera modificada (38,5 °C; 6,5% 

CO2). Todos os resultados foram expressos como média ± erro padrão de dez (primeira etapa) 

e três (segunda etapa) repetições. Dados em percentuais foram comparados pelo teste do qui-

quadrado, enquanto os demais valores foram transformados em arco-seno e avaliados por 

ANOVA e teste e Tukey. Na primeira etapa, 861 oócitos imaturos e viáveis foram selecionados 

a partir de 282 ovários (3,05 oócito/ovário) e submetidos à MIV. A taxa de expansão das células 

do cumulus foi maior em CIS+OECS10 (70,8 ± 4,4) em comparação com CIS+OECS50 (57,1 

± 5,4), mas ambos foram semelhantes a CIS+OECS30 e ao controle (P < 0,05). Além disso, o 

grupo CIS+OECS50 (90,3% ± 2,3) foi superior ao OECS10 (88,0% ± 2,6), OECS30 (87,6% ± 

2,9) e controle (75,1% ± 4,9) após análise da viabilidade das células do cumulus. Nenhuma 

diferença foi observada após a análise do 1CP, metáfase II e maturação citoplasmática (P > 

0,05). Contudo, CIS+OECS50 (85,7% ±11,1) foi superior ao controle (63,0% ± 3,03) após a 

avaliação do padrão mitocondrial. Quanto aos níveis de EROs, CIS+OECS50 (0,62 ± 0,17) 

resultou num menor nível quando comparado ao controle (1,00 ± 0,44) e OECS10 (1,03 ± 0,45), 

embora a ΔѰm não tenha diferido entre os grupos. Portanto, considerando que o CIS+OECS50 

foi avaliado como o melhor grupo, na segunda etapa foram utilizados 141 oócitos imaturos e 

viáveis a partir de 54 ovários (2,6 oócito/ovário). Quanto à expansão das células do cumulus, 

nenhuma diferença foi observada entre os grupos, embora o OECS50 (92,4% ± 0,6) tenha 

resultado numa melhor viabilidade das células do cumulus comparado ao CIS (88,4% ± 1,1) e 

CIS+OECS50 (81,7% ± 3,1). Quanto ao 1CP e níveis de EROs, nenhuma diferença foi 

observada (P > 0,05). Diante disso, pôde-se concluir que o OECS na concentração de 50 µg/mL 

pode ser utilizado como um agente substituto a cisteamina, uma vez que melhorou parâmetros 

relacionados à maturação e fisiologia de oócitos suínos. 

 

Palavras-chave: Compostos naturais, produção de embriões, maturação oocitária, estresse 

oxidativo. 



ABSTRACT 

 

Antioxidants obtained from natural sources, such as essential oils, are one of the alternative 

proposals for the in vitro maturation (IVM) of porcine oocytes, when compared to synthetic 

antioxidants, such as cysteamine, as studies have demonstrated the efficiency of the oils 

essential in improving MIV rates, as well as reducing reactive oxygen species (ROS). In this 

context, the essential oil extracted from Citrus sinensis peel can be used in IVM of porcine 

oocytes due to its proven antioxidant activity at concentrations of 10 to 50 µg/mL. Therefore, 

considering the antioxidant efficiency of Citrus sinensis peel essential oil (EOCS), the study 

aimed to evaluate its effect on the IVM of porcine oocytes, as an alternative to synthetic 

antioxidants. For this purpose, porcine oocytes from ovaries from a local slaughterhouse were 

recovered and subjected to IVM. Two stages were carried out in this study. The first stage 

aimed to determine the best concentration of OECS in association with cysteamine based on 

the following comparison: i) Control (cysteamine: 100 µM); ii) Cysteamine + 10 µg/mL EOCS 

(CYS+EOCS10); iii) Cysteamine + 30 µg/mL EOCS (CYS+EOCS30); iv) Cysteamine + 50 

µg/mL OECS (CYS+EOCS50). After IVM, oocytes were evaluated for cumulus cell expansion 

and viability, nuclear (first polar body [1CP] and metaphase II) and cytoplasmic maturation, 

mitochondrial pattern, ROS levels and bioenergetic activity (ΔѰm). In the second stage, the 

best previously obtained concentration of EOCS was evaluated for its antioxidant action based 

on its synergistic or substitutable effect on cysteamine, considering the groups: i) Cysteamine 

(100 µM) (CIS); ii) Cysteamine + best EOCS concentration (CIS+ EOCS); iii) better 

concentration of EOCS (EOCS). After IVM, oocytes were evaluated for cumulus cell expansion 

and viability, 1CP and ROS levels. All oocytes were matured for 44 h under modified 

temperature and atmosphere (38.5 °C; 6.5% CO2). All results were expressed as mean ± 

standard error of ten (first stage) and three (second stage) repetitions. Data in percentages were 

compared using the chi-square test, while other values were transformed into arcsine and 

evaluated using ANOVA and the Tukey test. In the first stage, 861 immature and viable oocytes 

were selected from 282 ovaries (3.05 oocyte/ovary) and subjected to IVM. Cumulus cell 

expansion was higher in CYS+EOCS10 (70.8 ± 4.4) compared to CYS+EOCS50 (57.1 ± 5.4), 

but both were similar to CYS+EOCS30 and the control (P < 0.05). Furthermore, the 

CYS+EOCS50 group (90.3% ± 2.3) was superior to the CYS+EOCS10 (88.0% ± 2.6), 

CYS+EOCS30 (87.6% ± 2.9) and control (75.1% ± 4,9) after analyzing the viability of cumulus 

cells. No difference was observed after analyzing 1PB, metaphase II and cytoplasmic 

maturation (P > 0.05). However, CYS+EOCS50 (85.7% ± 11.1) was higher than the control 

(63.0% ± 3.03) after evaluating the mitochondrial pattern. Regarding ROS levels, 

CYS+EOCS50 (0.62 ± 0.17) resulted in a lower level when compared to the control (1.00 ± 

0.44) and CYS+EOCS10 (1.03 ± 0.45), although ΔѰm did not differed between groups. 

Therefore, considering that CYS+EOCS50 was evaluated as the best group, in the second stage, 

141 immature and viable oocytes were used from 54 ovaries (2.6 oocyte/ovary). Regarding 

cumulus cell expansion, no difference was observed between groups, although EOCS50 (92.4% 

± 0.6) resulted in better cumulus cell viability compared to CYS (88.4% ± 1.1) and 

CYS+EOCS50 (81.7% ± 3.1). Regarding 1PB and ROS levels, no difference was observed (P 

> 0.05). Therefore, it was concluded that EOCS at a concentration of 50 µg/mL can be used as 

a substitute for cysteamine, as it improved parameters related to the maturation and physiology 

of porcine oocytes. 

 

Keywords: Natural compounds, embryo production, oocyte maturation, oxidative stress. 
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1 INTRODUÇÃO 1 

 2 

Ao longo dos anos, o modelo suíno tem apresentado um crescente valor biotecnológico 3 

agregado não somente a seu status produtivo da suinocultura, mas também para fins de 4 

pesquisas básicas, aplicadas e biomédicas (CHEN et al., 2021). Devido às suas semelhanças 5 

anatômicas e fisiológicas com os humanos, os suínos têm sido uma escolha valiosa para estudos 6 

relacionados à xenotransplante, clonagem e engenharia genética (TEPLITZ et al., 2021). Nesse 7 

cenário, a produção in vitro de embriões (PIVE) representa uma importante tecnologia aplicada 8 

para essas finalidades, tendo a função de maximizar a eficiência reprodutiva destes animais e 9 

elucidar os mecanismos relacionados à formação e ao desenvolvimento embrionário (ZENG et 10 

al., 2021). 11 

Em geral, a maturação in vitro (MIV) de oócitos é a primeira etapa da PIVE e 12 

desempenha um papel crucial. Neste período, oócitos passam por maturação nuclear e 13 

citoplasmática que por são responsáveis por sustentar o desenvolvimento embrionário 14 

(ROMAR et al., 2019). Contudo, apesar dos avanços na MIV em suínos, o potencial para o 15 

desenvolvimento de embriões a partir de oócitos maturados in vitro ainda se mantem inferior 16 

(20–25%) em comparação com aqueles maturados in vivo (MARQUES; ZANELLA, 2021). 17 

Dentre os principais fatores que afetam a MIV em suínos, a composição do meio e 18 

condições de cultivo podem fazer com que a competência da qualidade oocitária e 19 

desenvolvimento embrionário sejam reduzidas (LIANG et al., 2018). Durante a MIV dos 20 

oócitos suínos, um dos principais desafios a ser enfrentado é o estresse oxidativo, que é o 21 

resultado da geração excessiva de espécies reativas de oxigênio (EROs; XIANG et al., 2021), 22 

que provocam alterações sobre as membranas biológicas, ao DNA e seus transcritos, 23 

possibilitando um aumento no número de oócitos em apoptose celular (KWAK et al., 2012).  24 

Em condições fisiológicas normais, oócitos possuem um sistema de defesa antioxidante 25 

enzimático e não enzimático (TORRES-OSORIO et al., 2019). Assim, com o propósito de 26 

diminuir ou controlar o estresse oxidativo em sistemas de cultivo in vitro de oócitos suínos, o 27 

uso de antioxidantes sintéticos é reportado alternativamente para mimetizar o que ocorre 28 

naturalmente in vivo. Dentre os antioxidantes sintéticos, a N-acetil-cisteína, cisteína e a 29 

cisteamina são uma das abordagens utilizadas (KOBAYASHI et al., 2006). Contudo, apesar de 30 

os antioxidantes sintéticos serem utilizados como suplemento durante a maturação in vitro de 31 

oócitos suínos, a taxa de eficiência ainda pode ser aprimorada. (RAKHA et al., 2022). Por essa 32 

razão, novos compostos, como as substâncias obtidas de fontes naturais são utilizadas e 33 

despertam interesse científico (ALTEMIMI et al., 2017; SANTOS et al., 2018).  34 
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Dentre as substâncias naturais empregadas na MIV de oócitos suínos, os óleos essenciais 35 

obtidos a partir do metabolismo secundário de raízes, troncos, gravetos, folhas, botões florais e 36 

frutos são utilizados (RAMANA et al., 2018), uma vez que a partir de seus componentes 37 

fitoquímicos, é possível melhorar a qualidade oocitária, além de reduzir os níveis de EROs, e, 38 

consequentemente, o estresse oxidativo (BAPTISTA-SILVA et al., 2020). Relacionado a isto, a 39 

ampla disponibilidade de fontes orgânicas somado ao custo para obtê-los, são fatores positivos 40 

para a escolha dessas substâncias naturais como suplementos para a MIV (SANTO et al., 2018). 41 

Neste cenário, um óleo essencial que pode ser extraído a partir de frutos e podendo ser 42 

empregado na MIV de oócitos suínos é o da casca de Citrus sinensis.  43 

O C. sinensis ou popularmente conhecida como laranjeira, é uma planta nativa da Ásia, 44 

e pertence à família Rutaceae. Sua altura pode variar entre 5 e 10 m de altura (BASTO et al., 45 

2014; FAVELA-HERNÁNDEZ et al., 2016), e seu fruto chamado de laranja-doce é 46 

característico por ser globoso, oval e anatomicamente dividido entre o endocarpo e o pericarpo, 47 

região no qual é constituída por glândulas que são ricas em metabólitos secundários da planta 48 

(FAVELA-HERNÁNDEZ et al., 2016). Em virtude da presença de bioativos na casca, essa 49 

região da laranja vem sendo utilizada como fonte para a extração do óleo essencial, que pode 50 

ser utilizado na produção de sucos, cosméticos e fármacos (FERRONATTO; ROSSI, 2018). 51 

Além disso, por meio de ensaios bioguiados, o óleo essencial da casca de C. sinensis (OECS) 52 

demonstrou ação antioxidante em estudos in vitro utilizando macrófagos murinos (ROBERTO 53 

et al., 2009). Ainda, em estudos in vitro, o OECS teve sua ação antioxidante durante a MIV e 54 

desenvolvimento in vitro de embriões bovinos (AQUINO et al., 2023).   55 

Portanto, sabendo do potencial antioxidante do OECS sobre a MIV de oócitos bovinos, 56 

e que pode ser um substituto alternativo na melhoria da qualidade oocitária devido seu potencial 57 

na redução dos níveis de EROs, torna-se interessante agora avaliar esse composto natural sobre 58 

a MIV de oócitos suínos visando conhecer os efeitos sobre o status oxidativo durante o 59 

desenvolvimento do oócito, bem como avaliar o potencial efeito aditivo ou substitutivo do 60 

OECS a antioxidantes sintéticos durante a MIV de oócitos suíno. 61 

 62 

 63 

 64 

 65 

 66 

 67 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 68 

 69 

2.1 Princípios e limitações da PIVE em suínos 70 

 71 

A produção in vitro de embriões (PIVE) é uma biotécnica de reprodução assistida que 72 

tem como objetivo aumentar a eficiência reprodutiva, disseminando o potencial genético de 73 

animais de interesse, para obtenção do maior número de descendentes em um menor período 74 

(MARQUES; ZANELLA, 2021). Esta técnica consiste nas etapas de maturação in vitro (MIV) 75 

de oócitos recuperados de folículos ovarianos, fertilização in vitro (FIV) de oócitos maturados 76 

com espermatozoides capacitados, e desenvolvimento in vitro (DIV) de presumíveis embriões 77 

(SANTOS et al., 2018).  78 

Em suínos, a PIVE é utilizada como uma importante ferramenta para o aprimoramento 79 

de processos fisiológicos da maturação oocitária, fertilização e desenvolvimento embrionário 80 

(MARQUES; ZANELLA, 2021). Além disso, a PIVE pode atuar como modelo na otimização 81 

de meios e sistemas de cultivo mais eficazes para desenvolvimento de embriões, servindo ainda 82 

como base para outras biotecnologias, tais como xenotransplantes (CHOI et al., 2021), 83 

transgênese (LI et al., 2006) e clonagem por transferência nuclear de célula somática (LIANG 84 

et al., 2018). Adicionalmente, a PIVE apresenta um grande potencial comercial para 85 

suinocultura, elevando o número de embriões obtidos de fêmeas geneticamente superiores, 86 

podendo ainda reduzir o intervalo de gestação a partir do aproveitamento de oócitos imaturos 87 

provenientes de fêmeas juvenis (GRUPEN, 2014).  88 

Contudo, a PIVE de suínos ainda apresenta algumas limitações que distanciam a 89 

aplicação da técnica em escala comercial. Os desafios prevalentes na PIVE de suínos são a 90 

maturação citoplasmática insuficiente, alta taxa de fertilização polispérmica, um baixo número 91 

de blastocistos viáveis e com número reduzido de células, resultando em baixo 92 

desenvolvimento embrionário in vitro (ABEYDEERA, 2002; NIEMANN; RATH, 2001). 93 

Dentre os principais fatores que podem resultar nessas reduções de taxas envolvidas sobre as 94 

etapas da PIVE de suínos, o estresse oxidativo mediado por EROs durante a MIV dos oócitos 95 

são uma das limitações.   96 

 97 

2.2 Estresse oxidativo e seus efeitos na MIV de oócitos suínos 98 

 99 

O estresse oxidativo é causado pelo desequilíbrio na produção de EROs e uma menor 100 

eliminação desses compostos pelo mecanismo de defesa antioxidante nas células (KHAZAEI; 101 
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AGHAZ, 2017). As EROs são moléculas reativas derivadas de oxigênio com um ou mais 102 

elétrons desemparelhados (SOTO-HERAS; PARAMIO, 2020). Dentre os principais EROs, 103 

podem ser observados o radical de íon superóxido (O2-), peróxidos (ROO•) e o peróxido de 104 

hidrogênio (H2O2; TORRES-OSORIO et al., 2019). Estas moléculas são geradas a partir de 105 

reações bioquímicas naturais que ocorrem nas células, em especial durante a respiração celular 106 

(GUERIN et al., 2001). 107 

Em baixos níveis, as EROs atuam em diferentes cascatas de sinalização celular, como 108 

segundos mensageiros em processos fundamentais para o metabolismo regular das células 109 

(BUCCI et al., 2021). Contudo, fatores ligados às condições do cultivo in vitro, como 110 

composição do meio de cultivo, incidência de luz, tensão de oxigênio, temperatura de 111 

incubação, podem elevar ao aumento dos níveis de EROs, ocasionando danos oxidativos por 112 

meio de mecanismos de peroxidação lipídica, degradação de proteínas e ácidos nucléicos 113 

(AGARWAL et al., 2022), induzindo modificações estruturais e funcionais importantes para o 114 

desenvolvimento do oócito (Figura 1). 115 

 116 

 117 

Figura 1. Fatores intrínsecos e extrínsecos que provocam o surgimento de EROs, e ocasionam 

estresse oxidativo durante a MIV de oócitos suínos. Fonte: Própria autoria. 

 

Wang et al. (2019), avaliando os efeitos do estresse oxidativo ao longo da MIV de 118 

oócitos suínos, observaram que uma maior concentração de EROs resultou na redução da taxa 119 
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de extrusão do primeiro corpúsculo polar, apontando uma menor taxa de maturação nuclear. 120 

Adicionalmente, diferentes estudos já relacionaram o estresse oxidativo à danos nas organelas, 121 

como as mitocôndrias, que desempenham papeis cruciais para o desenvolvimento oocitário 122 

(WANG et al., 2009; YAO et al., 2019).  123 

Xiang et al. (2021) relataram a redução da atividade de mitocondrial de oócitos suínos 124 

associada a altas concentrações de EROs. Além disso, um aumento na taxa de apoptose precoce 125 

de oócitos suínos foi observada após o tratamento com H2O2 (PAN et al., 2022). Neste mesmo 126 

estudo, foi observada uma maior incidência de fusos aberrantes com cromossomos 127 

desalinhados, o que afetou negativamente a dinâmica meiótica.  128 

Buscando então reduzir ou controlar o estresse oxidativo provocado pelas EROs, a 129 

utilização de substâncias antioxidantes como suplementação os meios de cultivo in vitro vem 130 

sendo empregados nos estudos biotecnológicos na área de PIVE (RAKHA et al., 2022). Em 131 

geral, um agente antioxidante é qualquer composto ou substância que em baixas concentrações, 132 

possam reduzir, controlar ou inibir a formação e ação de radicais livres por meio da doação de 133 

elétrons, tornando-os estáveis (STAGOS, 2020). 134 

 135 

2.3 Suplementações sintéticas para o controle do estresse oxidativo em oócitos suínos 136 

 137 

Dentre as classes de antioxidantes utilizados como suplementação nos programas de 138 

MIV, compostos sintéticos, como o β-mercaptoetanol, N-Acetil-L-cisteína (NAC), cisteína e 139 

cisteamina, auxiliam a manutenção do equilíbrio redox celular (KOBAYASJI et al., 2006; HU 140 

et al., 2020; ZHAANG et al., 2022). Esses compostos atuam não apenas na neutralização direta 141 

de EROs, mas também estimulam a síntese de antioxidantes endógenos, como a glutationa 142 

(GSH) que compõe a principal linha de defesa antioxidante das células (ZHOU et al., 2019; 143 

MATEO-OTERO et al., 2021).  144 

Inicialmente, o β-mercaptoetanol é um composto químico de baixo peso molecular 145 

frequentemente utilizado como um inibidor de radicais livres (TAO et al., 2004). Estudos 146 

anteriores destacaram que a adição de 12,5 e 25 µM de β-mercaptoetanol ao meio de MIV de 147 

oócitos suínos não apenas aumentou os níveis de GSH, mas também resultou em uma melhora 148 

dose-dependente na produção de blastocistos, atingindo valores de 34 e 41%, respectivamente, 149 

em comparação com a ausência de adição (26%) (ABEYDEERA, 1998). Além do β-150 

mercaptoetanol, o NAC demonstrou uma ação positiva após a MIV de oócitos suínos, uma vez 151 

que promoveu a redução de EROs, bem como auxiliou na expansão das células do cumulus 152 

(LAI et al., 2015). Adicionalmente, Whitaker et al. (2012) relataram que a adição de NAC ao 153 
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meio de MIV e FIV melhorou o desenvolvimento do pró-núcleo masculino e a porcentagem de 154 

embriões que se desenvolveram até o estágio de blastocisto. 155 

Ainda, sobre o uso de suplementos sintéticos, podem se citados a cisteína e cisteamina. 156 

Inicialmente, a cisteína é o aminoácido necessário para que ocorra a síntese do GSH (CURRIN 157 

et al., 2022). Seu uso como suplemento tem sido essencial durante a MIV de oócitos suínos, 158 

pois auxilia no controle de EROs por meio da síntese de GSH (LINH et al., 2008). Além da 159 

cisteína, o uso da cisteamina é reportado durante a MIV de oócitos suínos. Isso porque esse 160 

composto tem auxiliado significativamente a síntese de GSH por meio da via glutationa. Um 161 

exemplo disso é o seu uso na concentração de 100 μM, que permite uma maior taxa de 162 

blastocistos após o emprego da técnica mediada pela injeção intracitoplasmática de 163 

espermatozoide (KOBAYASHI et al., 2006; DELEUZE; GOUDET, 2010). 164 

Embora os antioxidantes sintéticos tenham apresentado feitos positivo no controle do 165 

estresse oxidativo, a variabilidade presente nos dados obtidos, sugerem que novas alternativas 166 

como o uso de antioxidantes naturais podem ser escolhas promissoras durante a PIVE de suínos. 167 

 168 

2.4 Suplementações naturais no controle do estresse oxidativo em oócitos suínos 169 

 170 

O uso de antioxidante de origem natural em protocolos da MIV vem sendo objeto de 171 

estudo de muitos pesquisadores (COSTA et al., 2020). Isso porque essas substâncias são uma 172 

alternativa a baixos custos, e que podem proporcionar o controle eficiente do estresse oxidativo. 173 

Neste contexto, a crescente busca e identificação de compostos naturais com propriedades 174 

antioxidantes é justificada pela sua ampla variedade de distribuição em diferentes plantas 175 

(BUDANI; TIBONI, 2020). Além disso, as suplementações naturais podem trazer benefícios a 176 

MIV dos oócitos suínos, auxiliando na taxa de maturação nuclear, citoplasmática e 177 

desenvolvimento embrionário (NIE et al., 2020; LIU et al., 2023).  178 

 Dentre as suplementações naturais empregadas durante a MIV de oócitos suínos, o uso 179 

de extratos vegetais tem apresentado bons resultados (WU et al., 2020). Isso ocorre porque 180 

esses compostos apresentam em sua composição, uma ampla variedade de moléculas 181 

sequestradora de radicais livres, como flavonoides, antocianinas, carotenoides e vitaminas. 182 

Nesse sentido, a suplementação do extrato de Sasa quelpaertensis Nakai (SQE) promoveu 183 

aumento na viabilidade oocitária, na taxa de extrusão do primeiro corpúsculo polar (1CP), e 184 

manteve os níveis de antioxidantes intracelulares durantes a MIV de oócitos suínos (PYEON et 185 

al., 2022). Neste mesmo estudo, a SQE aumentou a taxa de blastocistos e expressão de genes 186 

relacionados ao desenvolvimento do blastocisto (NANOG e CDX2), bem como a regulação 187 
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positiva de um gene antiapoptótico (BCL2L1) e a modulação de um gene pró-apoptótico 188 

(CASP3).   189 

Além de extratos naturais, os óleos essenciais são propostos como antioxidantes naturais. 190 

Isso ocorre porque em contraste com os extratos, os óleos essenciais apresentam amostras mais 191 

puras de seus bioativos, uma vez que seu processo de extração envolve uma menor interferência 192 

de solventes, o que preserva a semelhança com a sua fonte vegetal (EL-MAATI et al., 2016). 193 

Dessa forma, o óleo essencial emerge como uma opção atraente para ser utilizado na PIVE, 194 

(SANTOS et al., 2019). Um exemplo disso foi o estudo realizado por Santos et al. (2020). Nesse 195 

estudo, os autores demonstraram que a concentração de óleo essencial de Sygyium aromaticum 196 

(OESA; 20 μg/mL) aumentou a expansão das células do cumulus e a taxa de maturação 197 

oocitária. Além desse estudo, o Quadro 1 destaca alguns estudos envolvendo o uso de fontes 198 

naturais, como suplemento durante a MIV de oócitos suínos visando a redução de EROs, e 199 

auxílio na obtenção de blastocistos viáveis e de maior qualidade. Portanto, considerando os 200 

benefícios promovidos a partir do uso de fontes naturais durante a MIV de oócitos suínos, uma 201 

fonte natural que tem recebido uma atenção científica é o óleo essencial obtido a partir da casca 202 

de Citrus sinensis.  203 

 204 

2.5 Propriedades bioquímicas e biológicas do OECS 205 

 206 

O OECS é um substancia extraída da casca da laranja, que apresenta aplicabilidade 207 

comercial em diferentes setores como cosméticos e alimentício (LIN et al., 2010; LI et al., 2021; 208 

YANG et al., 2023). Além disso, o OECS vem despertando interesse científico ao apresentar 209 

diversas propriedades bioativas, como atividade antinflamatória, antimicrobiana, antifúngica e 210 

antioxidante (GERACI et al., 2017; SHARMA; TRIPATHI, 2008; FARAHMANDFAR et al., 211 

2020). 212 

Em estudos anteriores, o OECS já exibiu características antioxidantes validadas por testes 213 

bioquímicos. Conforme descrito por Ferronatto e Rossi (2018), OECS bloqueou 81,4% de 214 

radicais livres no teste 1,1-difenil-2-picrihidrazil (método DPPH) e 94,6% de radicais livres no 215 

teste 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico ou método ABTS), demonstrando ser 216 

um antioxidante eficiente. Além disso, a atividade antioxidante do OECS foi observada por Lin 217 

et al. (2021), promovendo a eliminação de radicais livres nos métodos DPPH e ABTS de 218 

maneira dose-dependente, respectivamente, de 29,7 e 4,2 mg/mL.  219 

Para além os estudos bioquímicos, Toscano-Garibay et al. (2017) observaram que o 220 

OECS reduziu a apoptose tardia (de 70 para 22%) e a geração de radical superóxido em 221 
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linhagem células HaCat estimuladas com H2O2. Ainda, o OECS tem se destacado com uma 222 

ferramenta promissora em biotécnicas de reprodução animal, demonstrando propriedades 223 

antioxidantes que apoiam o desenvolvimento de gametas e auxiliam na melhor qualidade de 224 

embriões. Isso foi observado por Aquino et al. (2023) onde o estudo avaliou os efeitos 225 

antioxidantes do OECS (10, 30 e 50 µg/mL) em oócitos bovinos. Nesse estudo, o OECS na 226 

concentração de 10 µg/mL, melhorou a viabilidade dos oócitos e permitiu maior expansão das 227 

células do cumulus. Além disso, OECS reduziu os níveis de EROs e melhorou a qualidade 228 

embrionária, sugerindo que o OECS pode ser um substituto para compostos sintéticos em 229 

oócitos bovinos. 230 

Contudo, é fundamental destacar que a resposta a concentrações de OECS pode ser 231 

espécie-dependente, considerando que as características fisiológicas e metabólicas podem 232 

variar entre espécies (KHAN et al., 2021). Como exemplo, a suplementação de 5 µM de 233 

resveratrol elevou significativamente a taxa de maturação nuclear em oócitos suínos (84,5%) 234 

(WANG et al., 2019); contudo, reduziu a porcentagem de oócitos maturados de ovinos (56%) 235 

(ZABIHI et al., 2019).   236 

Portanto, propõe-se uma avaliação abrangente das concentrações de 10, 30 e 50 µg/mL 237 

de OECS no meio de MIV de oócitos suínos, a fim de verificar se tais concentrações podem 238 

melhorar a qualidade oocitária in vitro.  239 
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Quadro 1. Antioxidantes naturais usados na suplementação de meios MIV de oócitos suínos. 

Espécie da 

Planta 

Fonte 

Natural 

Melhor 

concentração 

Grupo 

comparação 

Resultados obtidos 
Autores 

EROs Taxa de MII (%) Taxa de Bl (%) 

Rhodiola 

sachalinensis 

Extrato 

aquoso 
6 mg/mL 

Ausência do 

antioxidante 
3,25 86 40,9 Wu et al. (2020) 

Sasa 

quelpaertensis 

Nakai 

 

Extrato 

aquoso 
1250 ppm 

Ausência do 

antioxidante 
0,86 97,3 27,7 Pyeon et al. (2022) 

Quercus robur 
Extrato 

etanólico 
 

cisteína 

β-mercaptoetanol 
-- -- -- Spinaci et al. (2019) 

Syzygium 

aromaticum 

Óleo 

essencial 
20 µg/mL cisteamina -- 95,2 -- Santos et al. (2022) 

240 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/quercus-robur
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3 HIPÓTESES CIENTÍFICAS 241 

 242 

I – O OECS na concentração de 10 µg/mL promove uma melhor maturação nuclear e 243 

citoplasmática de oócitos suínos quando comparado às concentrações de 30 e 50 µg/mL;  244 

 245 

II – A suplementação de 10 µg/mL de OECS reduz os níveis de EROs e controla a atividade 246 

bioenergética de oócitos suínos após a MIV; 247 

 248 

III – O OECS contendo 10 µg/mL pode ser substituto da cisteamina após a MIV de oócitos 249 

suínos.  250 

 251 

 252 

 253 

 254 

 255 

 256 

 257 

 258 

 259 

 260 

 261 

 262 

 263 

 264 

 265 

 266 

  267 
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4 JUSTIFICATIVA 268 

 269 

A produção in vitro de embriões aplicada à modelos suínos compreende resultados 270 

promissores à pecuária, ao passo que exerce um papel fundamental como modelo para pesquisas 271 

biotecnológicas. Contudo, o estresse oxidativo gerado pelo acúmulo de EROs resulta em 272 

variações nas taxas de sucesso da técnica. Por essa razão, estratégias voltadas para a redução 273 

dos danos ocasionados pelo estresse oxidativo oferece a possibilidade da otimização dessa e de 274 

outras biotécnicas reprodutivas.  275 

Nesse contexto, a utilização de antioxidantes como suplementação em meios de 276 

maturação in vitro tem se mostrado como uma ferramenta interessante para a redução dos níveis 277 

de EROs. Em destaque, os antioxidantes naturais, como os óleos essenciais apresentam 278 

resultados promissores na proteção de gametas ao estresse oxidativo. Nesse sentido, o OECS 279 

que é obtido a partir de cascas de C. sinensis, fonte residual e industrial, demonstra potencial 280 

antioxidante atrelado a propriedades bioquímicas que o tornam uma substância atraente para a 281 

suplementação de meios de MIV. 282 

Com base no potencial biológico do OECS, evidenciado por estudos bioquímicos e 283 

ensaios celulares in vitro, este estudo propõe a utilização o OECS durante a MIV para otimizar 284 

as condições do cultivo in vitro de oócitos suínos. Assim, nós objetivamos reduzir os danos 285 

causados pelo estresse oxidativo aos oócitos, podendo proporcionar um maior quantitativo de 286 

oócitos de boa qualidade.  287 

 288 

 289 

 290 

 291 

 292 

 293 

 294 

 295 

 296 

 297 

 298 

  299 
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5 OBJETIVOS 300 

 301 

5.1 Objetivo geral 302 

 303 

Avaliar o efeito antioxidante e como o OECS pode melhorar a qualidade da maturação oocitária 304 

in vitro de oócitos suínos. 305 

 306 

5.2 Objetivos específicos 307 

 308 

- Avaliar a qualidade da maturação nuclear e citoplasmática após a MIV de oócitos suínos em 309 

meios contendo diferentes concentrações de OECS; 310 

 311 

- Avaliar o efeito antioxidante de diferentes concentrações de OECS durante a MIV de oócitos 312 

suínos; 313 

 314 

- Avaliar se o OECS é capaz de substituir a cisteamina como antioxidante alternativo à MIV de 315 

oócitos suínos. 316 

 317 

 318 

 319 

 320 

 321 

 322 

 323 

 324 

 325 

 326 

 327 

 328 

 329 

 330 

 331 

 332 

 333 
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6 MATERIAL E MÉTODOS 334 

 335 

6.1 Bioética e locais de execução 336 

 337 

O presente estudo foi realizado de acordo com as normas do Comitê de Ética Animal da 338 

Universidade Federal do Semiárido (CEUA/nº 23.091.002360/2016-17). O manejo dos animais 339 

experimentais ocorreu de conforme as diretrizes de bem-estar estabelecida para cuidado dos 340 

animais em abatedouros municipais brasileiros. O experimento ocorreu no Laboratório de 341 

Biotecnologia Animal (LBA/UFERSA), sendo a obtenção da casca da laranja, extração e 342 

análise química do OECS realizada no Instituto Federal de Educação, Ciência e Tecnologia do 343 

Rio Grande do Norte (IFRN/Campus Apodi). 344 

 345 

6.2 Desenho experimental 346 

 347 

O desenho experimental pode ser observado na Figura 2.  348 

Figura 2. Desenho experimental da avaliação da maturação nuclear, citoplasmática e 

fisiológica de oócitos suínos após a MIV. Fonte: Autoria própria. 

 349 

Brevemente, a proposta foi dividida em duas etapas. A primeira etapa teve como 350 

objetivo selecionar dentre as concentrações do OECS, a melhor concentração para uso como 351 
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possível substituto à cisteamina. Para tanto, oócitos foram maturados de acordo com os grupos: 352 

i) Controle (Cisteamina 100 µM); ii) Cisteamina + 10 µg/mL de OECS (CIS + OECS10); iii) 353 

Cisteamina + 30 µg/mL de OECS (OECS30); iv) Cisteamina + 50 µg/mL de OECS 354 

(CIS+OECS50). As concentrações previamente definidas nesse estudo foram baseadas no 355 

trabalho realizado por Aquino et al. (2023) utilizando o OECS como antioxidante natural 356 

durante a MIV de oócitos bovinos. Após a MIV, oócitos foram avaliados quanto à expansão e 357 

viabilidade das células do cumulus, presença do primeiro corpúsculo polar (1CP), maturação 358 

nuclear e citoplasmática, níveis de EROs e atividade bioenergética (ΔΨm). Nesta etapa, foram 359 

realizadas 10 repetições.  360 

Após a seleção da melhor concentração do OECS, foi realizada a segunda etapa. Nesse 361 

momento, oócitos foram maturados de acordo com os grupos: i) Controle (Cisteamina 100 µM); 362 

ii) Cisteamina + melhor concentração do OECS (CIS + OECS10, 30 ou 50 µg/mL); iii) Melhor 363 

concentração do OECS (10, 30 ou 50 µg/mL). Finalmente, oócitos suínos maturados foram 364 

avaliados quanto à expansão e viabilidade das células do cumulus, presença do 1CP e níveis de 365 

EROs. Nesta etapa, foram realizadas 3 repetições. 366 

 367 

6.3 Extração e análise química do OECS 368 

 369 

Laranjas doces e orgânicas foram coletadas na região de Jaguaruana, CE (4°50’02’’S, 370 

1359 37°46’51’’), nordeste do Brasil. Os frutos foram processados, suas cascas moídas e 371 

mantidas em ambiente seco por sete dias. O OECS foi extraído por hidrodestilação utilizando 372 

um adaptador tipo Clevenger acoplado a um balão de fundo redondo de 5 L, associado a uma 373 

manta de aquecimento (CAVEIRO et al., 1970). Brevemente, cascas de C. sinensis foram 374 

transferidas para um frasco contendo água destilada onde o sistema foi então aquecido a 100 °C. 375 

Após 6 h, o óleo essencial foi recuperado e seco por percolação com Na2SO4 anidro. Em 376 

seguida, as amostras foram armazenadas a 4–8 °C e protegidas da luz. 377 

Posteriormente, a densidade e o rendimento de óleo (% m/m) foram aferidas a 0,84 378 

g.mL-1, e 2,9%, respectivamente. Esses valores foram semelhantes aos descritos por Hildebrand 379 

(2019). Para a análise química do OECS, foi realizada a cromatografia gasosa acoplada à 380 

espectrometria de massa (CG/EM) utilizando um instrumento Shimadzu QP-2010 Plus sob as 381 

seguintes condições: coluna: SH-Rtx-5 (5% difenil e 95% dimetilpolissiloxano) capilar de sílica 382 

fundida coluna (30 m de comprimento × 0,25 mm de diâmetro × 0,25 µm de diâmetro do filme); 383 

gás de arraste: He (1,78 mL/min, em modo de velocidade linear constante); temperatura do 384 

injetor: 250 °C, em modo split (1:10); temperatura do detector: 250 °C; programação de 385 
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temperatura da coluna: 40–180 °C a 4 °C/min, 180–280 °C a 20 °C/min e, em seguida, 280 °C 386 

por 10 min; espectro de massa: impacto de elétrons 70 eV.  O volume de amostra injetado foi 387 

de 1 µL (1,0 mg de óleo em 1000 μL de diclorometano 99,9% puro).  388 

Os constituintes químicos foram identificados por seus tempos de retenção em 389 

cromatografia gasosa em relação aos compostos conhecidos. Os tempos de retenção de 390 

cromatografia gasosa foram expressos como índices de Kovat (IK) e calculados por regressão 391 

linear e comparando seus espectros de massa com espectros já descritos (ADAMS, 2001). 392 

Assim, dois constituintes, D-limoneno e α-terpineol, foram identificados como componentes 393 

majoritários (Tabela 1). 394 

 395 

Tabela 1.. Composição química do óleo essencial de C. sinensis (OECS). 

Composição química IK Rendimento %* Fórmula química 

D-Limoneno 1059 48,5 C10H16 

α-terpineol 1188 40,2 C10H18O 

Outros constituintes -- 11,2 -- 

IK: Índice de Kovat calculado por regressão linear.  *A composição % foi a % de área de pico 396 

relacionada aos componentes totais do OECS. 397 

 398 

6.4 Recuperação dos ovários e seleção dos oócitos 399 

 400 

Ovários foram colhidos de fêmeas suínas oriundas do Abatedouro Frigorifico Industrial 401 

de Mossoró (AFIM, Mossoró, Rio Grande do Norte, Brasil) e transportadas ao laboratório em 402 

solução salina aquecida (35–37 °C; NaCl, 0,9%) suplementada com antibiótico (penicilina, 0,05 403 

mg/mL). No laboratório, ovários foram lavados e todos os folículos com diâmetro de 3–6 mm 404 

foram aspirados por aspiração folicular usando agulha e seringa (21G/5 mL) e contendo meio 405 

de seleção oocitária (MSO) composto por TCM199-HEPES suplementado com 0,3 mM de 406 

piruvato de sódio, 5 µg/mL de mio-inositol, 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de solução 407 

antibiótico/antimicótico.  408 

Posteriormente, o fluido foi depositado em tubos cônicos de 50 mL e mantido em 409 

repouso por 15 min para precipitação. Oócitos com uma ou mais camadas completas de células 410 

compactas do cumulus e citoplasma uniforme foram selecionados sob um estereomicroscópio 411 

para MIV (CHOI et al., 2021). 412 

 413 
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6.5 MIV dos oócitos suínos 414 

 415 

Oócitos viáveis apresentando mais de uma camada de células do cumulus e citoplasma 416 

homogêneo foram incubados em MSO acrescido de 20 µg/mL de FSH/LH (Pluset®, Hertape 417 

Calier, Juatuba, MG, Brasil), 10% de fluido folicular suíno (FFS), 5 ng/mL de fator de 418 

crescimento epidermal (EGF) e diferentes antioxidantes de acordo com o desenho 419 

experimental. As estruturas foram distribuídas em gotas (100 µL) cobertas com óleo mineral e 420 

agrupadas em 20–30 oócitos por gota durante 44 h a temperatura de 38,5 °C e atmosfera 421 

controlada com 6,5% de CO2 (GAMBINI et al., 2016). 422 

 423 

6.6 Avaliação dos oócitos suínos após a MIV 424 

 425 

6.6.1 Avaliação das células do cumulus  426 

 427 

Após 44 h de MIV, oócitos foram analisados usando um estereomicroscópio para 428 

avaliação da expansão das células do cumulus. As estruturas que apresentaram alta expansão 429 

das células do cumulus foram consideradas maturadas. Para avaliação da viabilidade celular, as 430 

células do cumulus foram removidas por meio de pipetagens sucessivas com hialuronidase 431 

0,1%, tendo a suspensão celular corada com azul de tripan (0,2%) e visualizada para 432 

contabilização. Células viáveis (não coradas) e não viáveis (coradas de azul) foram 433 

contabilizadas nos quatro quadrantes externos de uma câmara de Neubauer (SANTOS et al., 434 

2019). 435 

 436 

6.6.2 Análise do corpúsculo polar e estágio nuclear 437 

 438 

Os oócitos desnudos foram observados em estereomicroscópio para avaliação da 439 

ausência ou presença do 1CP. Quando evidente a presença do 1CP, os oócitos foram 440 

considerados maturados. Para avaliação do estágio nuclear, os oócitos foram fixados em 441 

solução salina tamponada com fosfato (PBS) e paraformaldeído a 4% por 15 min. As células 442 

foram lavadas com PBS e marcadas com Hoechst 33342 (10 μg/mL) por 15 min. Após o tempo 443 

decorrido, oócitos foram lavados três vezes em PBS, transferidos para lâminas de vidro e 444 

visualizados em microscópio de fluorescência (370 nm). Oócitos com núcleo em metáfase II 445 

(placa metafásica, MII) e 1CP foram considerados maturados e aqueles em outra fase nuclear, 446 

prófase I, metáfase I, anáfase I e telófase I, foram considerados imaturos (SANTOS et al., 2019). 447 
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 448 

6.6.3 Análise da maturação citoplasmática 449 

 450 

Para maturação citoplasmática, foi utilizada a sonda MitoTracker Red® (CMXRos, 451 

Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) a 500 nM (AMBROGI et al., 2017). Após 30 min de 452 

incubação, as imagens foram capturadas usando um microscópio de fluorescência (560 nm). Os 453 

oócitos foram classificados como distribuição periférica (oócitos imaturos) ou distribuição 454 

dispersa (oócitos maduros). 455 

Ainda, padrões de organização mitocondrial foram classificados em dois grupos 456 

conforme relatado por Torner et al. (2004): Padrão A, homogêneo, com pequenas granulações 457 

espalhadas pelo citoplasma; e Padrão B: aglomerados heterogêneos, com grandes granulações 458 

espalhadas pelo citoplasma ou localizadas em domínios citoplasmáticos específicos. Dessa 459 

forma, a presença do Padrão B foi correlacionada com melhores taxas de maturação. As 460 

estruturas foram observadas em microscópio de fluorescência com aumento de 40×. 461 

 462 

6.7 Avaliação da atividade antioxidante do OECS 463 

 464 

6.7.1 Avaliação da quantificação dos níveis de EROs 465 

  466 

Os níveis de EROs foram avaliados por meio da sonda diacetato de 2',7'-467 

diclorodihidrofluoresceína (H2DCFDA; Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Para tanto, oócitos 468 

desnudos foram lavados duas vezes com PBS e incubados por 30 min a 38,5 ºC em 6,5% de 469 

CO2 em 500 µL de PBS contendo de 10 µM de H2DCFDA (YOU et al., 2010). Os oócitos foram 470 

lavados duas vezes com PBS e colocados em lâminas de vidro em gotas para captura de 471 

imagem, utilizando um microscópio de fluorescência com aumento de 10× (460 nm). A 472 

intensidade de fluorescência (pixels) foi calculada com o software ImageJ (National Institutes 473 

of Health, Bethesda, MD, EUA).  474 

 475 

6.7.2 Análise do potencial de membrana mitocondrial 476 

 477 

A avaliação da atividade mitocondrial foi estimada por meio do potencial de membrana 478 

mitocondrial (ΔΨm). Para tanto, após 44 h de MIV, oócitos foram incubadas na presença da 479 

sonda MitoTracker Red® a 500 nM (CMXRos; Invitrogen) em atmosfera controlada com 6,5% 480 

de CO2 por 30 min no escuro a 38,5 °C. Após a incubação, as células foram dispostas em 481 
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lâminas de vidro para captura de imagem com um microscópio de fluorescência (560 nm). A 482 

avaliação de imagem realizada para medir a intensidade de fluorescência (pixels) foi realizado 483 

conforme descrito para a quantificação de EROs (AMBROGI et al., 2017). 484 

 485 

6.8 Análise estatística 486 

 487 

Todos os dados foram expressos como média ± erro padrão e analisados usando 488 

StatView 5.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA). Para todos os resultados foi realizado o teste 489 

de Shapiro-Wilk para normalidade e o teste de Levene para avaliação da homoscedasticidade. 490 

Os dados de análises de EROs, ΔΨm foram alterados para a função arco seno e analisados por 491 

análise de variância (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. Outros dados forma comparados 492 

por meio do teste qui-quadrado. A significância estatística foi estabelecida em P < 0,05. 493 

 494 

 495 

 496 

 497 

 498 

 499 

 500 

 501 

 502 

 503 

 504 

 505 

 506 

 507 

 508 

 509 

 510 

 511 

 512 

 513 

 514 

 515 
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7 RESULTADOS 516 

 517 

7.1 Seleção da concentração de OECS durante a MIV de oócitos suínos 518 

 519 

Para selecionar a melhor concentração do OECS, foram utilizados 282 ovários, dos 520 

quais resultaram 720 oócitos imaturos e viáveis foram submetidos à MIV, resultando em um 521 

média de 2,5 oócitos viáveis por ovário.  522 

 523 

7.1.1 Avaliação de diferentes concentrações do OECS sobre a expansão e viabilidade de 524 

células do cumulus, maturação nuclear e citoplasmática 525 

 526 

Quanto à expansão das células do cumulus, CIS+OECS10 foi maior em comparação 527 

com CIS+OECS50, mas ambos foram semelhantes a CIS+OECS30 e ao controle (Tabela 2) (P 528 

< 0,05). Contudo, o CIS+OECS50 apresentou uma maior taxa na viabilidade das células do 529 

cumulus após a análise por ensaio azul de tripan (Tabela 2). Adicionalmente, nenhuma 530 

diferença foi observada após a avaliação do primeiro corpúsculo polar (Figura 3a) e maturação 531 

nuclear de oócitos suínos (Figura 3b). 532 

 533 

Tabela 2. Potencial antioxidante de diferentes concentrações do OECS durante a MIV de 

oócitos suínos e sua influência sobre as células do cumulus e na maturação nuclear. 

Grupos 
Avaliação das células do cumulus  

Avaliação da maturação 

nuclear  

Expansão (%) Viabilidade (%) 1CP (%) MII (%) 

Controle 

64,4 ± 5,0ab 

(116/180) 

75,1 ± 4,9c 

(1862/2479) 

64,2 ± 4,3a 

(113/176) 

77,8 ± 2,7a 

(42/54) 

CIS+OECS10 

70,8 ± 4,4a 

(126/178) 

88,0 ± 2,6b 

(3985/4528) 

66,5 ± 2,9a 

(121/182) 

70,2 ± 2,4a 

(40/57) 

CIS+OECS30 

64,6 ± 3,7ab 

(128/195) 

87,6 ± 2,9b 

(2951/3369) 

70,1 ± 4,5a 

(122/174) 

69,0 ± 6,3a 

(40/58) 

CIS+OECS50 

57,1 ± 5,4b 

(117/205) 

90,3 ± 2,3a 

(2623/2903) 

68,7 ± 2,1a 

(123/179) 

75,4 ± 1,6a 

(49/65) 

a,b,c; Valores com diferentes letras diferem na mesma coluna (P < 0,05). 

 534 
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535 

Figura 3. Representação dos estágios de maturação nuclear e citoplasmática de oócitos suínos 536 

suplementados com CIS+OECS50 após 44 horas de MIV. (a) Extrusão do primeiro corpo polar 537 

(1PB). (b) Oócito suíno corado com Hoechst 33342. (c) Oócito suíno com mitocôndrias 538 

dispersas por todo o citoplasma, exibindo padrões de agregação mitocondrial do tipo B. (d) 539 

Oócitos suínos com mitocôndrias em transição por todo o citoplasma, exibindo padrões de 540 

agregação mitocondrial do tipo A. Barra de escala: 50 μm, ampliação 20× (a, b); 100 μm, 541 

ampliação 40× (c, d). 542 

 543 

Após a avaliação da maturação citoplasmática (Figura 3c-d), não foram observadas 544 

diferenças entre os grupos experimentais, demonstrando taxas acima de 70% (Figura 4a). 545 

Apesar disso, foi observado que apenas o CIS+OECS50 (85,7% ± 11,1) foi superior ao grupo 546 
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controle (63,0% ± 3,03), em relação ao padrão de distribuição mitocondrial, embora tenha se 547 

mantido similar ao OECS10 (72,2% ± 8,5) e OECS30 (75,0% ± 6,4) (Figura 4b). 548 

 549 

550 

Figura 4. Padrão mitocondrial de oócitos suínos cultivados em meio suplementado com OECS 551 

(a) Taxa de distribuição mitocondrial e (b) Padrão de agregação mitocondrial. a,b; Valores com 552 

diferentes letras sobrescritas em colunas são significativamente diferentes (p < 0,05). 553 

 554 

7.1.2 Avaliação dos níveis de EROs e atividade bioenergética (ΔѰm) de oócitos suínos 555 

 556 

 Para avaliar os níveis de EROs durante a MIV de oócitos suínos, foi avaliada a unidade 557 

arbitrária de fluorescência para cada grupo experimental (Figura 5a-d). Assim, foi observado 558 

que o CIS+OECS50 (0,62 ± 0,17) reduziu significativamente os níveis de EROs quando 559 

comparado ao controle (1,00 ± 0,44) e OECS10 (1,03 ± 0,45), embora tenha sido similar ao 560 

OECS30 (0,62 ± 0,17) (Figura 5e). Após a avaliação da ΔѰm (Figura 5f-i), não foi observada 561 

diferença entre os grupos avaliados (Figura 5j). Portanto, considerando os resultados nesta 562 

etapa, foi considerada para a etapa seguinte a concentração de 50 µg/mL de OECS. 563 

 564 
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565 

Figura 5. Avaliação dos níveis de ROS intracelulares e ΔѰm em oócitos suínos suplementados 566 

com antioxidantes após 44 horas de MIV. (a-d) Representação de oócitos suínos após coloração 567 

com a sonda fluorescente H2DCFDA. (e) Quantificação de unidades arbitrárias de fluorescência 568 

de EROs após MIV de oócitos suínos com diferentes suplementos. (f-i) Representação de 569 

oócitos suínos após coloração com a sonda fluorescente MitoTracker Red® (CMXRos). (j) 570 

Quantificação de unidades arbitrárias de fluorescência de ΔѰm após MIV de oócitos suínos 571 

com diferentes suplementos. Barra de escala: 50 μm, ampliação 20× (a, b, c, d, f, g, h, i). a,b; 572 

Valores com diferentes letras sobrescritas em colunas são significativamente diferentes (p < 573 

0,05). 574 

 575 
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7.2 Efeito sinérgico ou substituível do OECS50 durante a MIV de oócitos suínos 576 

 577 

 Considerando que na etapa anterior, o grupo contendo 50 µg/mL de OECS, foi capaz de 578 

melhorar a viabilidade das células do cumulus, melhorar a maturação citoplasmática e reduzir 579 

a geração intracelular de EROs, agora o seu efeito sinérgico ou substituível em relação a 580 

cisteamina como antioxidante foi avaliado. Nessa etapa, foram utilizados 54 ovários, que 581 

permitiu a obtenção de 141 oócitos inviáveis e imaturos, perfazendo 2,6 oócitos/ovário, dos 582 

quais foram distribuídos nos grupos desta etapa.  583 

 584 

7.2.1 Avaliação do OECS50 sobre a expansão e viabilidade das células do cumulus, primeiro 585 

corpúsculo polar de oócitos suínos e níveis de EROs 586 

 587 

 Os resultados obtidos após as avaliações podem ser observados na Tabela 4. Quanto à 588 

expansão das células do cumulus (Figura 6) não foi observada diferença entre os grupos, 589 

embora OECS50 foi superior ao controle e CIS+OECS50 para a viabilidade das células do 590 

cumulus (Tabela 4). Nenhuma diferença foi observada após a avaliação do 1CP entre os grupos 591 

experimentais (Tabela 4).  592 

 593 

Tabela 4. Potencial antioxidante do OECS durante a MIV de oócitos suínos e sua influência 

sobre as células do cumulus e na maturação nuclear. 

Grupos 
Avaliação de células do cumulus 

Avaliação da 

maturação nuclear 

Expansão (%) Viabilidade (%) 1CP (%) 

Controle 
100 ± 0,0a 

(43/43) 

88,4 ± 1,1b 

(604/683) 

74,4 ± 1,6a 

(32/43) 

80,4 ± 0,7a 

(33/41) 

78,0 ± 1,1a 

(39/50) 

CIS + OECS50 

100 ± 0,0a 

(45/45) 

81,7 ± 3,1c 

(805/985) 

OECS50 

100 ± 0,0a 

(51/51) 

92,4 ± 0,6a 

(1040/1125) 

a,b; Valores com diferentes letras sobrescritas diferem na mesma coluna (P < 0,05). 
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594 

Figura 6. Representação de oócitos suínos após 44 h de MIV suplementado com cisteamina, 595 

OECS50 ou uma combinação desses antioxidantes. (a-a') 100 µM de cisteamina (CIS). (b-b') 596 

Concentração de OECS50 com CIS (CIS+OECS50). (c-c') Concentração de OECS50 597 

(OECS50). Barra de escala: 50 μm, ampliação 10× (a-a', b-b', c-c'). 598 

 599 

Após a avaliação dos níveis de EROs, não foi observada diferença entre os grupos 600 

(Figura 7a-c), sendo constatado os seguintes valores: CIS (1,00 ± 0,63), CIS + OECS50 (1,02 601 

± 0,46) e OECS50 (0,79 ± 0,37).  Esses resultados destacam a homogeneidade dos níveis de 602 

EROs nos diferentes grupos, indicando a similaridade notável em termos do controle do estresse 603 

oxidativo e destaca o potencial substitutivo do OECS à cisteamina na PIVE em suínos (Figura 604 

7d).  605 

 606 
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607 

Figura 7. Avaliação dos níveis de EROs intracelulares após 44 horas de MIV de oócitos suínos. 608 

(a-c) Representação de oócitos suínos corados com a sonda fluorescente H2DCFDA sob 609 

diferentes suplementos. (d) Quantificação de unidades arbitrárias de fluorescência de EROs 610 

após MIV de oócitos suínos com diferentes suplementos antioxidantes. Barra de escala: 50 μm, 611 

ampliação 20× (a, b, c). (p > 0,05). 612 

 613 

  614 
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8 DISCUSSÃO 615 

 616 

 Em nosso estudo, nós demonstramos o uso do OECS durante a MIV de oócitos suínos, 617 

podendo este antioxidante natural ser utilizado na presença ou ausência como substituto à 618 

cisteamina. Neste sentido, nós avaliamos em um primeiro momento, diferentes concentrações 619 

do OECS na presença de cisteamina, e nós observamos que o CIS+OECS50 melhorou 620 

significativamente a viabilidade das células do cumulus, o padrão de agregação mitocondrial e 621 

reduziu os níveis intracelulares de EROs. 622 

 As células do cumulus atuam como intermediadores entre o gameta e o meio de cultivo, 623 

exercendo papel fundamental na proteção e estímulo ao desenvolvimento do oócitos durante a 624 

MIV (EPPIG, 1982). Além disso, considerando as condições fisiologia in vivo da maturação 625 

oocitária, a maior competência de desenvolvimento de oócitos de boa qualidade estão 626 

fortemente relacionadas aos aspectos morfológicos e funcionais das células do cumulus 627 

(TATEMOTO; LEE, 2020). Por este motivo, a expansão e a viabilidade dessas células são 628 

frequentemente associadas a qualidade dos oócitos (WONGSRIKEAO et al., 2005; LEE et al., 629 

2018). Assim, sobre a expansão das células do cumulus, observamos que CIS+OECS10, 630 

promoveu uma maior taxa de expansão de células quando comparado ao grupo CIS+OECS50. 631 

Além disso, CIS+OECS30 e o grupo controle mantiveram resultados similares a CIS+OECS10 632 

e CIS+OECS50. 633 

Quanto à viabilidade das células do cumulus, nós observamos que a suplementação do 634 

meio MIV com OECS promoveu de forma eficiente um maior número de células viáveis 635 

quando comparada ao grupo controle. Nesse contexto, o grupo CIS+OECS50 se sobressaiu, 636 

apresentando valores ainda mais elevados em relação aos demais grupos. Esse resultado se 637 

destaca, uma vez que as células do cumulus são estruturas que revestem os oócito e estão mais 638 

expostas as condições in vitro, e por esta razão, uma melhor taxa de viabilidade pode colaborar 639 

para a manutenção e qualidade de oócitos após a MIV (OLIVEIRA et al., 2019). Em um estudo 640 

anterior, a ação antioxidante do OECS sobre as células do cumulus já foi retratado em oócitos 641 

bovinos, onde a suplementação do óleo essencial demonstrou taxas semelhantes a grupos 642 

cisteamina (AQUINO et al., 2023).  643 

Embora o OECS não tenha diferido entre os grupos avaliados após a análise do 1CP e 644 

metáfase II, esse resultado foi positivo, pois indica que o OECS não interferiu negativamente 645 

na progressão da maturação nuclear. Isso sugere que o OECS pode ser usado como um aditivo 646 

no meio de MIV sem prejudicar a maturação nuclear dos oócitos, o que é crucial para a 647 

fertilização bem-sucedida e o desenvolvimento subsequente do embrião. 648 
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 Apesar de não ter havido diferença entre os grupos após a maturação nuclear, foi 649 

observado em nosso estudo que o CIS+OECS50 foi superior a cisteamina após a análise do 650 

padrão de distribuição mitocondrial B. Isso é refletido porque o CIS+OECS50 promoveu uma 651 

melhor organização e distribuição das mitocôndrias, o que é crucial para a função e eficiência 652 

energética do oócito durante a maturação (KRISHER et al., 2004). A maturação citoplasmática 653 

está relacionada a um conjunto de eventos citoplasmáticos que preparam o oócito para a 654 

fertilização e competência de desenvolvimento embrionário e ocorre simultaneamente a 655 

maturação nuclear (ABEYDEERA, 2002). Este processo inclui a redistribuição de organelas 656 

citoplasmática, que é fundamental para a competência de desenvolvimento do embrião (CHOI 657 

et al., 2021). 658 

Após a avaliação dos níveis de EROs, nós observamos em nosso estudo que o 659 

CIS+OECS50 diferiu do grupo controle, embora tenha se mantido similar ao CIS+OECS30. 660 

Esse resultado pode estar relacionado a concentração dos constituintes químicos do OECS 661 

sendo o D-limoneno um dos mais proeminentes e com propriedades bioativas já descritas 662 

(SHAH; MEHTA, 2018; FERRONATO; ROSSI, 2018).  Bai et al. (2016) demonstraram 663 

durante o cultivo de células do cristalino humano (HLECs) que o D-limoneno foi capaz de 664 

reduzir a geração de EROs, bem como inibir a apoptose celular induzida por H2O2 um dos 665 

principais compostos reativos responsáveis por danos aos oócitos maturados in vitro. O α-666 

terpineol é outro constituinte químico do OECS que pode estar relacionado a sua atividade 667 

antioxidantes (CHOPRA et al., 2021). Em um estudo anterior, este monoterpeno mostrou ter 668 

ação antioxidante significativa em estudo in vitro, por meio da capacidade de remoção do 669 

radical hidroxila e do óxido nítrico, prevenindo a formação de ácido tiobarbitúrico que 670 

corresponde ao processo de peroxidação lipídica (SILVA et al., 2011). Além disso, Bica et al. 671 

(2011), em testes avaliando a capacidade de absorção de radicais de oxigênio, observaram que 672 

2,72 µM α- terpineol desempenhou papel efetivo na eliminação de radicais livres. 673 

As mitocôndrias são organelas presentes no citoplasma, responsáveis pelo fornecimento 674 

de energia para as células, por meio da respiração celular. Neste sentido, a integridade funcional 675 

das mitocôndrias tem revelado papel importante como indicativo de qualidade do 676 

desenvolvimento de oócitos (KANG et al., 2021). A análise de ΔΨm é um parâmetro 677 

fundamental para aferir o efeito do OECS sobre a função bioenergética de oócitos. Logo, 678 

embora a suplementação combinada de antioxidantes não tenha reduzido os níveis de ΔΨm, o 679 

OECS não se mostrou tóxico às células, possibilitando altas taxas de maturação oocitária 680 

conforme demonstrado em um modelo bovino (AQUINO et al., 2023). 681 

Portanto, considerando na primeira etapa que o CIS+OECS50 foi considerado como 682 
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melhor grupo a ser utilizado como um substituível a cisteamina, essa concentração foi avaliada 683 

na segunda etapa quanto a sua capacidade sinérgica ou isolada da cisteamina. Quanto à 684 

expansão das células do cumulus, nenhuma diferença foi observada entre os grupos avaliados, 685 

e embora isso tenha ocorrido, uma maior viabilidade das células do cumulus foi observada no 686 

OECS50 isolado da cisteamina. Nós acreditamos que esse resultado possa estar relacionado ao 687 

controle de radicais livres responsáveis pela peroxidação lipídica. A peroxidação lipídica ocorre 688 

nas cadeias laterais polinsaturados da membrana plasmática e de outras organelas que 689 

apresentem lipídeos (WANG et al., 2017). O estresse oxidativo provoca a lipoperoxidação, que 690 

consequentemente, induz modificações intensas na estrutura e permeabilidade da membrana 691 

celular, modificando o trânsito de íons e resultando na perda da seletividade de entrada e saída 692 

de nutrientes e substâncias tóxicas nas células (MARIO et al., 2022; COSTA et al., 2022). 693 

Assim, é plausível supor que o controle da produção de radicais livres exercido pelo OECS50, 694 

favoreceu uma melhor viabilidade as células do cumulus.  695 

Além disso, nenhuma diferença em nosso estudo foi observada após a análise sinérgica 696 

ou isolada do OECS quanto ao 1CP, e isso pode ser um resultado positivo, pois nenhuma 697 

diferença foi observada entre os grupos analisados após a quantificação dos níveis de EROs. 698 

Esse resultado pode estar relacionado a proporção ou até os mecanismos de atuação dos agentes 699 

antioxidantes testados, o que demonstra a complexidade do desenvolvimento oocitário e a 700 

suscetibilidade a múltiplos fatores. 701 

Finalmente, o OECS50 pode ser considerado uma alternativa viável para a cisteamina na 702 

MIV de oócitos suínos. Isso se deve à sua capacidade de controlar efetivamente os radicais 703 

livres, promover a viabilidade celular e manter a maturação citoplasmática, sem comprometer 704 

a progressão da maturação nuclear. Esses resultados destacam o potencial do OECS50 como 705 

um aditivo eficaz e de baixo custo para a MIV de oócitos suínos, permitindo novas 706 

possibilidades para a melhoria da eficiência reprodutiva suína. 707 

 708 

 709 

 710 

 711 

 712 

  713 
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9 CONCLUSÃO 714 

 715 

Este estudo demonstra pela primeira vez a eficácia da suplementação combinada do 716 

OECS em diferentes concentrações na proteção contra danos causados pelo estresse oxidativo 717 

durante a MIV de oócitos suínos. Notavelmente, a concentração de 50 µg/mL de OECS se 718 

destacou ao promover uma maior taxa de viabilidade nas células do cumulus, melhorar a 719 

maturação citoplasmática e reduzir mais expressivamente as EROs. 720 

Além disso, a concentração de 50 µg/mL de OECS, quando usada isoladamente, mostrou-721 

se uma alternativa potencial para substituir a cisteamina nos programas de MIV suína. Isso se 722 

deve não apenas ao seu bom desempenho na promoção da retomada meiótica e manutenção do 723 

estado redox, mas também a possibilidade de utilizar resíduos da indústria alimentícia como 724 

fonte de obtenção de baixo custo. Esses resultados permitem caminhos para futuras pesquisas 725 

e aplicações práticas na melhoria da eficiência reprodutiva suína. 726 

  727 
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